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© Faseroptische Sensoranordnung zur Bestlmmung elnes Analyts, Insbesondere von Glucose. 



© Die Erfindung hat elne faseroptische Sensoran- 
ordnung zur Bestlmmung elnes Analyts, Insbesonde- 
re von Glucose, zum Gegenstand. Auf elner lichtlei- 
tenden Elnzelfaser 1st eln mlniaturlslerter Glucose- 
sensor angebracht, wobel am vorderen Ende der 
Elnzelfaser elne Slllkongummlschlcht mlt darin gelO- 



stem Fluoreszenzlndlkator und einem Oberzug aus 
einem llchtabsorbierenden Stoff vorgeseherr ist Hier- 
auf ist ein Enzym Immobillsiert und mlt elner Schutz- 
membran versehen, die durch elnfaches Tauchen in 
elne LOsung aufgebracht warden kann. 
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FASER0PT1SCHE SENSORANORDNUNG 2UR BESTIMMUNG EINES ANALYTS, iNSBESONDERE VON GLU- 
COSE 



Die Erfindung bezieht sich auf eine faseropti- 
sche Sensoranordnung zur Bestimmung eines Ana- 
lyts, Insbesondere von Glucose, umfassend eine 
Uchtleiteranordnung mft stfrnseftig angeordnetem 
Sensor. 

Zur kontfnuierlfchen Giucosebestimmung sind 
faseroptische Sensoranordnungen bekannt gewor- 
den, die efn UchtfaserbUndel mit einem flachem 
Sensoraufbau auf dessen Stimsette umfassen. Der 
flache Sensoraufbau wlrkt sich bei Messungen In 
elner Durchfluflmeflkarnmer In bezug auf die hydro- 
dynamlschen Elgenschaften nachtelllg aus. Bel- 
spielswelse kommt es zum Haftenblelben von Luft- 
blasen In der Meflkammer, aufgrund deren die Glu- 
cosemessung erschwert 1st und eine genaue Mes- 
sung nlcht mflgllch 1st 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
faseroptische Sensoranordnung zur Bestimmung 
eines Analyts vorzusehen, die vfelseftig elnsetzbar, 
fUr Messungen In Durchflu/Jmeflkammern hydrody- 
namlsch gOnstlg 1st und Insbesondere zur kontfnu- 
feriichen Giucosebestimmung geeignet 1st. 

Dfese Aufgabe 1st erfindungsgema'8 bel einer 
faseroptlschen Sensoranordnung mlt den Merkma- 
len des Anspruchs 1 ge!6st Vorteilhafte Wefterge- 
staltungen der erfindungsgemSflen fa seroptlschen 
Sensoranordnung slnd Gegenstand der Unteran- 
sprtlche. 

Das Verhaften der erfindungsgemaaen faserop- 
tlschen Sensoranordnung 1st auflerordentlich gOn- 
stlg. Die Ansprechzeft des Sensors bis zu einem 
stabflen Signal betrSgt etwa 1 bis 3 Mlnuten. Die 
Lebenszeft der Sensoren betrMgt Qber eine Woche, 
wobei nach einer Woche noch keln Signalabfali in 
bezug auf den anfSnglichen Signalpegel gemessen 
wlrd. 

Eine erfindungsgema/te faseroptische Senso- 
ranordnung zur Bestimmung eines Analyts, insbe- 
sondere von Glucose, umfaflt somit eine Uchtleite- 
ranordnung mit stimseltlg angeordnetem Sensor, 
wobei als Uchtlelteranordnung eine iichtleitende 
Einzeffaser vorgesehen ist. auf dem vorderen Ende 
der llchtieitenden Elnzelfaser eine Sllikongummf- 
schicht mit darin gelBstem Fluoreszenzlndikator 
aufgebracht 1st, die Sillkongummischlcht mit einem 
lichtabsorbierenden Stoff Uberzogen 1st darauf ein 
Enzym immobilisiert ist und eine Schutzm mbran 
auf der Enzymschicht angeordnet ist 

Die erfindungsgem&de faseroptische Sensoran- 
ordnung umfaflt somit lediglich eine Elnzelfaser, 
was sich auf die hydrodynamlschen Eg nschaften 
der Sensoranordnung sehr vortellhaft auswirkt Eine 
erftndungsgemS/te Faseranordnung zur Giucosebe- 
stimmung kann als minlaturisierter Glucosebfosen- 



sor direkt In Lfisungen (z.B. Lebensmittel Oder in- 
vaslv Im Blutstrom) Oder In festen Proben (flelsch, 
Rsch etc.) sowle In Durchfluflmeflkamrnem elnge- 
setzt werden. 

s Das Me/Jprinzip der erflndungsgemfi/ten faser- 
optlschen Sensoranordnung basiert bei der Giuco- 
sebestimmung auf der fluorimetrischen Sauerstoff- 
bestlmmung Ober die dynamlsche Ruoreszenzlfi- 
schung eines Indikators durch Triplett-Sauerstoff. 

10 Als Trggermaterial enthfilt die Sensoranordnung 
eine Schicht Silikongumml, in dem ein Fluores- 
zenzindikator, der eine von der Sauerstoffkonzen- 
tration abhangige Fluoreszenz zeigt, gelflst bzw. 
Immobilisiert ist. Hierbel wlrd die Eigenschaft von 

15 Silikon ausgenutzt, dafl dieses eine hone Permea- 
bility und Ldsllchkeft fUr Sauerstoff bestet. Die 
Sillkongummischlcht ist mit einem fichtabsorbleren- 
dem Stoff Uberzogen, urn eine optische Isoiierung 
des Sensors von der Umgebung zu erzielen und 

20 elnen mfiglichen Einflufl einer Elgenfluoreszenz der 
ProbenflUssigkelt auszuschaiten. Dieser Aufbau 
stellt somit einen Sauerstoffsensor dar. Bne wette- 
re Funktfon des lichtabsorbierenden Stoffes besteht 
darin, daJ5 er als Haftvermittler zwischen der Sili- 

25 kongummischicht und dem darauf Immobillslerten 
Enzym bzw. Enzymgel dient Das immobilislerte 
Enzym verbraucht wMhrend einer katafysierten Re- 
aktion Sauerstoff. Beispielswelse wandeit die zur 
Giucosebestimmung verwendete Giucoseoxidase 

30 Glucose und Sauerstoff in Gluconolacton und Was- 
serstoffperoxid urn. Die wShrenddessen erfolgende 
Abnahme der Sauerstoffkonzentration wlrd Ober 
den Sauerstoffsensor gemessen. Die verbrauchte 
Sauerstoffmenge ist zur zu messenden Glucose- 

35 konzentration proportional. Auf der Enzymschicht 
ist schlleflllch eine Schutzmembran angeordnet, die 
die Enzymschicht gegen Elnwlrkungen durch die 
ProbenflUsslgkeit schOtzt 

Es hat sich als zweckmfiflig herausgestellt, die 

40 UmhUllung am vorderen Ende der Elnzelfaser Uber 
eine Lfinge von etwa 0,0 bis 1 ,0 mm. vorzugswelse 
0,5 bis 1,0 mm. zu entfernen. Auf diese Weise 
kann die aufzubringende Sillkongummischlcht si- 
cher mit der Elnzelfaser verbunden werden und 

45 zugleich ist eine optische Isoiierung der Elnzelfaser 
gegen Umgebungslicht sichergestellt. Sehr vortell- 
haft ist eine tropfenftirmige Aufbringung der Slli- 
kongummischicht auf dem Ende der Elnzelfaser. 
Als Fluoreszenzlndikator wird vorzugsweise De- 

50 kacyclen verwendet. Es kann jedoch jeder beliebi- 
ge Fluoreszenzfarbstoff verwendet werden, der 
eine Anderung der Ruoreszenzintensitfit mlt der 
Sauerstoffkonzentration zeigt 

Bei einer bevorzugten AusfUhrungsform der er- 
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findungsgemaflen faseroptlschen Sensoranordnung 
ist der lichtabsorbierende Stoff Aktlvkohle. Es kon- 
nen jedoch auch andere Stoff e verwendet werden, 
die als Haftvermfttler zwischen Enzym und Silikon- 
gumml, d.h. als Substrat zur Enzymimmobilisierung 
dlenen. 

Bei einer bevorzugten AusfUhrungsform der Er- 
findung 1st das Enzym Glucoseoxidase. Altemativ 
kann das Enzym beispfelsweise eine der Oxidasen, 
Oxygenasen Oder Oxldoreductasen seln. Dies er- 
moglicht die Bestimmung weiterer Analyte zusatz- 
llch zur Glucosebestimmung. 

Vortellhaft wlrd das Enzym durch Quervernet- 
zen mit Glutardlaldehyd immobilisiert Es kdnnen 
jedoch auch andere Enzymimmobilisierungstechnl- 
ken verwendet werden. 

Die Schutzmembran 1st zweckmSfifg aus Cellu- 
loseacetat, das vortellhaft durch Tauchen in elne 
L5sung aufgebracht 1st Hlerbei handelt es sich im 
Fall von Celluioseacetat urn Celluloseacetatiosung 
In AcetonitriL Entsprechend der Dicke der Schutz- 
membran kann die Sensorempflndllchkelt bzw. der 
analytische Bereich des Sensors eingestellt wer- 
den. 

Die Gesamtmeflvorrlchtung gemSfl der Erfin- 
dung 1st auflerordentlich elnfach. Die lichtleitende 
Enzelfaser wird vortellhaft an ein herkOmmliches 
Fluorimeter angeschlossen, wobel ledigiich anstelle 
einer normalerweise eingesetzten KOvettenhalte- 
rung elne drehbare Spiegelanordnung vorgesehen 
ist so dafl Ucht aus einer Uchtquelle durch ein 
erstes Unsensystem Ober die drehbare Spiegelan- 
ordnung in die lichtleitende Faser eingekoppelt 
wird. Die lichtleitende Faser ist auflerdem Ober ein 
zwertes Unsensystem mit einem Detektor des 
Fluorimeters verbunden. 

Die Erfindung wird im folgenden welter anhand 
bevorzugter AusfQhrungsbeisplele und der Zeich- 
nung beschrieben. In der Zeichnung zeigen: 
Fig. 1 eine Querschnfttsansicht einer lichtlelten- 
den Einzelfaser mit stmseitig angeordnetem 
Sensor, 

Fig. 2 eine schematische Anordnung des Ge- 
samtaufbaus einer faseroptischen Sensoranord- 
nung gekoppelt mit einem herkSmmlichen Fluo- 
rimeter, 

Fig. 3a ein Belspiel ftlr eine Sensoranordnung 
zur statlschen Messung In LSsungen, 
Fig. 3b ein Belspiel einer in eine Durchfluflme/J- 
kammer eingebauten Sensoranordnung, 
Fig. 4 eine Kallbrationskurve einer Sensoranord- 
nung zur statischen Messung, 
Fig. 5 eine Kallbrationskurve einer Sensoranord- 
nung zur Messung in einer DurchfluBmeflkam- 
mer, 

Rg. 6a und 6b eine Draufsicht und elne Quer- 
schnittsansicht einer Vorrichtung zur Kopplung 
einer lichtieitenden Einzelfaser an ein herkOmm- 



liches Fluorimeter. 

In Rg. 1 Ist eine Querschnittsansicht einer er- 
findungsgemfiflen faseroptlschen Sensoranordnung 
zur Bestimmung von Glucose dargestellt. Das vor- 

6 dere Ende einer lichtieitenden Einzelfaser 2 ist 
nackt, d.h. die UmhUllung 4 der Einzelfaser ist in 
einer LSnge von etwa 0,5 bis 1,0 mm entfemt In 
diesem Bereich ist eine Silikongummfschicht 6 mit 
darin ge diesem Bereich ist eine Silfkongummi- 

ro schicht 6 mit darin gelSstem Dekacyclen als Fluo- 
reszenzlndikator tropfenfSrmig aufgebracht Die Si- 
likongummischicht ist mit Aktivkohle 8 als lichtab- 
sorbierendem Stoff Uberzogen. Auf der Aktivkohle 
ist eine Schicht des Enzyms Glucoseoxidase 10 

15 durch Quervernetzen mit Giutardialdehyd immobili- 
siert. Auf die Enzymschicht 1st eine Schutzmem- 
bran 12 aus Celluioseacetat durch Tauchen In eine 
Celluloseacetatiosung in Acetonitrii aufgebracht 
Rg. 2 zeigt die Kopplung der erfindungsgemfi- 

20 Ben Sensoranordnung mit einem herkCmmlichen 
Fluorimeter. Vor einer Uchtquelle 20 sind ein Anre- 
gegungslichtmonochromator 22 und ein erstes Un- 
sensystem 24 angeordnet Ein Spiegel 26 ist so 
angeordnet dafl er durch das erste Unsensystem 

26 hlndurchtretendes Ucht in die lichtleitende Einzelfa- 
ser 2 reflektiert, das am vorderen Ende der Einzel- 
faser In den Glucoseblosensor 6-12 eintritt 

Am anderen Ende der lichtieitenden Einzelfaser 
befinden sich ein zweites Unsensystem 28 sowie 

30 ein Fluoreszenzlichtmonochromator 30. Das aus 
der lichtieitenden Einzelfaser tretende fokussierte 
und gefllterte Ucht tritt dann in einen Photomulti- 
plier 32 ein, dessen elektrisches Ausgangssfgnal 
einer Auswerteeinhelt zugefUhrt werden kann. 

35 In Rg. 3a ist elne erfindungsgema/Je Sensoran- 
ordnung zur statischen Messung In Ltfsungen 
schematisch dargestellt Elne lichtleitende Bnzelfa- 
ser 2 ist mit ihrem vorderen Ende bzw. dem Gluco- 
sesensor 6-12 in eine in einem Behfilter 40 enthal- 

40 tene Ldsung 42 eingetaucht, deren Glucosegehalt 
bestimmt werden soil. 

In Rg. 3b ist schematisch eine in einer Durch- 
fluflmeflkammer eingebaute erfindungsgemSfle fa- 
seroptische Sensoranordnung dargestellt. Eine 

48 lichtleitende Einzelfaser 2 erstreckt sich durch die 
Wand einer Durchfluflme/Jkammer 50 zu einer Lei- 
tung 52, die in Rg. 3b von oben nach unten von 
einer zu untersuchenden FlUssIgkeit durchstrOmt 
wlrd. 

so In Fig. 4 Ist eine Kallbrationskurve eines Gluco- 
sesensors fOr eine statische Meflanordnung, z.B. 
die In Rg. 3a veranschaullchte Meflanordnung, dar- 
gestellt Das Photomultlpller-Ausgangssignai 
(Fluoreszenz) Ist gegen die GLucosekonzentration 

65 aufgetragen. Der analytische Bereich der Senso- 
ranordnung betrSgt bei dleser statischen Anord- 
nung 1 bis 10 mM Glucose. 

Bei der In einer Durchfluflanordnung dargestell- 
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ten Kalibrationskurve von Fig. 5 ist der analytisch 
Bereich.0,05 bis 1,5 mM. Durch grower Dick der 
Schutzmembran ktfnnen Jedoch hdhere Glucose- 
konzentrationen gemessen werden. 

In Rg. 6a und Fig. 6b Ist schematisch der 6 
Aufbau elner Vorrichtung zur Kopplung elner llcht- 
leltenden Elnzelfaser an ein herkfimmllches Fluori- 
meter veranschaullcht. Soweft die Telle dieselben 
wie be! der Darstellung von Rg. 2 slnd, slnd sie mit 
denselben Bezugszelchen versehen und werden 10 
nlcht erneut beschrfeben. In dlesem Fall ist der 
Spiegel 26 eln aufgeklebtes Stock Alumlnlumfofle, 
die lefcht parabolisch geformt ist Der Spiegel 26 
und das Ende der llchtleitenden Elnzelfaser 2 slnd 
In einem Block 60 aus Plexiglas angeordnet. Mit- 15 
tels elner Schraube 62 ist der Block 60 drehbar mit 
dem innenraum des Ruorimeters verbunden. Her- 
kdmmiich befSnde sich an dieser Stelle eine KU- 
vettenhalterung. 

20 

Ansprtlche 

1. Faseroptische Sensoranordnung zur Bestim- 
mung eines Analyts. Insbesondere von Glucose, 25 
umfassend eine Uchtlelteranordnung mit stirnseitig 
angeordnetem Sensor, dadurch gekennzelchnet, 

da/3 

• als Uchtleiteranordnung eine Ifchtleftende Elnzel- 
faser (2) vorgesehen Ist 30 

- auf dem vorderen Ende der llchtleitenden Elnzel- 
faser (2) eine Slllkongummlschlcht (6) mit darin 
gelBstem Ruoreszenzlndlkator aufgebracht Ist 

- die Slllkongummlschlcht (6) mit einem llchtabsor- 
blerenden Stoff (8) Uberzogen 1st 36 

- darauf eln Enzym (10) ImmoblHslert ist und 

- eine Schutzmembran (12) auf der Enzymschlcht 
(10) angeordnet Ist 

2. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 

1. dadurch gekennzelchnet da/3 am vorderen 40 
Ende der llchtleitenden Elnzelfaser (2) die UmhUI- 
lung (4) entfernt Ist 

3. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 

2, dadurch gekennzelchnet, da/3 die UmhUllung 

(4) am vorderen Ende der Elnzelfaser (2) Uber eine 45 
LSnge von etwa 0,0 bis 1,0 mm, insbesondere 0,5 
bisl.O mm entfernt ist. 

4. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, da/3 

die Silikongummischicht (6) mit dem Fluoreszenz- 50 
Indlkator tropfenfbrmig aufgebracht Ist 

5. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, da/3 
der Ruoreszenzindlkator Dekacyclen ist 

6. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 55 
AnsprOche 1 bis 5, dadurch g kennzelchnet, da/3 

der lichtabsorblerende Stoff (8) Aktlvkohle Ist. 

7. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 



AnsprUche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, daJ3 
das Enzym (10) Qlucos oxidase ist. 

8. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprUche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, da£ 
das Enzym eine der Oxidasen, Oxygenasen Oder 
Oxldoreductasen Ist. 

9. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, da/3 
das Enzym (10) durch Quervemetzen mit Glutar- 
dialdehyd immobilislert ist. 

10. Faseroptische Sensoranordnung nach etnem 
der AnsprOche 1 bis 9, dadurch gekennzelchnet, 
da/5 die Schutzmembran (12) aus Celluloseacetat 
ist. 

11. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 10, dadurch gekennzelchnet, 
da/3 die Schutzmembran (12) durch Tauchen in 
eine Lflsung aufgebracht Ist 

12. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 
9 und 11, dadurch gekennzelchnet, da£ die 
Schutzmembran (12) durch Tauchen in eine Cellu- 
loseacetatlflsung In Acetonitrll aufgebracht Ist. 

13. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 12, dadurch gekennzelchnet, 
da/3 die Sensorempflndlichkelt mlttels der Dicke der 
Schutzmembran (12) etnstellbar ist 

14. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 13, dadurch gekennzelchnet, 
dafl die lichtleitende Faser (2) Ober eine drehbare 
Spiegelanordnung (26) mit elner Lichtquelle (20) 
und einem ersten Llnsensystem (24) verbunden ist 
und Uber eln zweltes Unsensystem (28) mit einem 
Detektor (32) verbunden Ist 



4 



EIMOOO^ Hilc://f-:\HK)SENyOK\l ' D()74M£IM05J03:5.C|)c| Page 5 of 7 



EP 0 409 033 A2 




:\BIOSENSOR\P 5074\EP409033.n|>c| 



EP 0 409 033 A2 







r — 











I 

H-0 





40 cnH GLucQse 




^° mtf Glucose 



6 



„ > L-l''l(nK);Vi |lilo://l : :\MIOSENS()U\l ' 5()7.1\i;i MO<K>:?:-:.t:|>c| 



Page 7 of 7 



EP 0 409 033 A2 




